The automatic determination of total nitrogen in cod muscle by Devriendt, H.
MINISTERIE VAN LANDBOUW
BESTUUR VOOR LANDBOUWKUNDIG ONDERZOEK
KOMMISSIE VOOR TOEGEPAST WETENSCHAPPELIJK ONDERZOEK
IN DE ZEEV ISSER IJ (T. W. O. Z.)
(Voorzitter: F. LIEVENS, directeur-generaal)
THE AUTOMATtC DETERMtNATtON 
OF TOTAL NtTROGEN !N COD MUSCLE
H. DEVRIENDT
ONDERWERKGROEP
„VtSVERWERKENDE B EDR UV EN - VOORVERPAKKtNG V!S" (t.W.O.N.L.)
Mededelingen van het Rijksstation voor Zeevisserij (C. L. O. Gent) 
Publikatie nr 112-VB/VV (I.W.O.N.L.) 17, 1975
MINISTERIE VAN LANDBOUW
BESTUUR VOOR LANDBOUWKUNDIG ONDERZOEK
KOMMISSIE VOOR TOEGEPAST WETENSCHAPPELIJK ONDERZOEK
IN DE ZEEV ISSER IJ (T.W. O. Z.)
(Voorzitter: F. LIEVENS, directeur-generaal)
THE AUTOMATtC DETERMtNATtON 
OF TOTAL NtTROGEN )N COD MUSCLE
H. DEVRIENDT
ONDE RWE RKG ROE P  
„VtSVERWERKENDE BE DRU VEN  - VOORVERPAKKtNG V!S" (t.W.O.N.L.)
Mededelingen van het Rijksstation voor Zeevisserij (C. L. O. Gent) 
Publikatie nr 112-VB/VV (i.W.O.N.L.) 17, 1975
Paper presented at the Sixth Meeting of W. E. F. T. A.,
Ostertd, September 1975
D/1975/0889/6

I N T R O D U C T I O N .
T h e  n e w  s y s t e m  o f  c o n t i n u o u s - f l o w  a n a l y s i s  a d o p t e d  by 
T e c h n i c o n  in  i t s  A u t o A n a l y z e r  I fo r  a u t o m a t i c  d é t e r m i n a t i o n  o f  t o t a l  
n i t r o g e n  (1), c o m p r i s e s  a  m o d u l e  c a l l e d  t h e  " d i g e s t o r " .  T h e  l a t t e r  
i s  m a d e  o f  a  p y r e x  g l a s s  h e l i x  h e a t e d  to  3 0 0 - 4 0 0 °  C, i n  w h i c h  th e  
d i g e s t i o n  o f  o r g a n i c  s u b s t a n c e s  by w e t  p r o c e s s  t a k e s  p l a c e  u n d e r  the  
a c t i o n  o f  a m i x t u r e  o f  c o n c e n t r a t e d  a c i d s .  A f t e r  d i g e s t i o n  t h e  n i t r o g e n  
i s  d e t e r m i n e d  a s  a m m o n i a  in  an  a u t o m a t e d  a n a l y t i c a l  s y s t e m ,  by  f o r ­
m a t i o n  o f  an  i n d o p h e n o l - b l u e  c o l o u r .  Su t ton  a n d  D u th i e  (2) m o d i f i e d  
t h e  n e w  c o n c e p t  o f  c o n t i n u o u s  N - d e t e r m i n a t i o n  in  o r d e r  to  i n v e s t i g a t e  
t h e  n i t r o g e n  c o n t e n t s  in  f i s h  m u s c l e  e x t r a c t s .  I n t e n s i v e  u s e  o f  t h e i r  
t e c h n i q u e  h o w e v e r ,  d i d n o t  l e a d  u s  to  r e c o v e r i e s  o f  100 %, r e l a t i v e  
to  m a n u a l  K j e l d a h l ,  but  o n ly  of  90 %. T w o  r e a s o n s  c a n  be  s u g g e s t e d  
fo r  t h e  lo w r e c o v e r y  in  co d  m u s c l e  c o m p o u n d s  d u r i n g  a u t o m a t i c  d i ­
g e s t i o n .  P r o b a b l y  an  i n c o m p l e t e  c o n v e r s i o n  o f  n i t r o g e n  in t o  a m m o n i u m  
s u l p h a t e  t a k e s  p l a c e  o r  t h e r e  m a y  o c c u r  a l o s s  o f  N f r o m  the  
(N H ^) ^S O ^-  s t a n d a r d  (3) (4).
I t  i s  a p p a r e n t  t h a t  a 100 % r e c o v e r y  c a n  b e  o b t a i n e d  a s  
a  r e s u i t  o f  d é c o m p o s i t i o n  o f  th e  (NH^)^SO^ w i t h o u t  i n c r e a s i n g  d i g e s t i o n  
e f f i c i e n c y .  T h i s  i s  no t  a  r e l i a b l e  p r o c e d u r e  to  u s e  h o w e v e r ,  s i n c e  i t  
d e p e n d s  on t h e  o p e r a t i n g  c o n d i t i o n s  r e m a i n i n g  c o n s t a n t .  A b e t t e r  m e t h o d  
i s  to u s e  s t a n d a r d s  h a v i n g  v e r y  s i m i l a r  h e a t  s t a b i l i t y  c h a r a c t e r i s t i c s  to  
t h e  un kn o wn  (5) (6) (7) (8). In t h i s  p a p e r  a n  a c c o u n t  i s  g iv en  o f  th e  
u s e  o f  f r e e z e - d r i e d  cod  m u s c l e  a s  s t a n d a r d i s i n g  m a t e r i a l  in  o r d e r  to  
o b ta i n  m o r e  a c c u r a t e  t o t a l  n i t r o g e n  (T. N. ) d é t e r m i n a t i o n s  w i th  th e  
Su t ton  a n d  D u t h i e  t e c h n i q u e .  A  n u m b e r  o f  co d  s a m p l e s  h a s  b ee n  
a n a l y s e d  by e a c h  o f  t h r e e  m e t h o d s  : m a n u a l  K j e l d a h l ,  A u t o A n a l y z e r  
u s i n g  a s  s t a n d a r d  e i t h e r  a m m o n i u m  s u l p h a t e  o r  f r e e z e - d r i e d  cod .  A 
s t a t i s t i c a l  c o m p a r i s o n  b e t w e e n  t h e  t h r e e  a n a l y t i c a l  s y s t e m s  h a s  b e e n  
c a r r i e d  out .
E X P E R I M E N T A L .
A p p a r a t u s .
An  A u t o A n a l y z e r  c o n s i s t i n g  o f  d i g e s t o r ,  s a m p l e r ,  p r o -  
p o r t i o n i n g  p u m p s ,  h e a t i n g  b a t h ,  c o l o r i m e t e r  (625 n m  f i l t e r )  a n d  r e c o r ­
d e r  m o d u l e s  i s  a s s e m b l e d  a s  show n in  f i g u r e  1. T h e  f i g u r e  a l s o  g i v e s  
d e t a i l s  o f  th e  f low r a t e s  r e q u i r e d  in  e a c h  l in e .  F i g u r e  2 s h o w s  th e  
" c h u t e "  s y s t e m  a d o p t e d  by  Su t ton  a n d  D u t h i e  (2) to  p r e v e n t  p r é c i p i t a ­
t io n  o f  p r o t e i n  w h e r e  t h e  s a m p l e  m e t  t h e  a c i d  m i x t u r e  b e f o r e  e n t e r i n g  
th e  r e v o l v i n g  h e l ix .
R e a g e n t s  (2) (9).
d i g e s t i o n  m i x t u r e  :
s u l p h u r i c  ac i d ,  c o n c e n t r a t e d  
p o t a s s i u m  s u l p h a t e  
s o d i u m  s u lp h a t e  
s e l e n i u m  d io x i de  
s o d i u m  h y d r o x i d e  r e a g e n t  :
s o d i u m  h y d r o x i d e  
E D T A  di s o d i u m  s a i t  
a l k a l i n e  s o d i u m  p h e n a t e  :
s o d i u m  h y d r o x i d e  
p h é n o l
s o d i u m  h y p o c h l o r i t e  s o lu t io n  : 
s u l p h u r i c  a c i d  s o lu t io n  :
S a m p l e  p r é p a r a t i o n .
4 - 5  g o f  cod  m u s c l e  a r e  m a c e r a t e d  i n  100 m l  o f  5 %
N aC l ,  a d j u s t e d  to  pH 7. 0, u s i n g  an  U l t r a - T u r r a x  h o m o g e n i z e r .  20 g 
o f  t h e  h o m o g e n a t e  a r e  a c c u r a t e l y  w e i g h e d  out ,  10 m l  o f  c o n c e n t r a t e d
H ^ S O ,  a d d ed ,  m i x e d ,  a n d  a f t e r  co o l i n g  i t  i s  d i l u t e d  to  100 m l  an d2 4
u s e d  fo r  t h e  T.  N. - d é t e r m i n a t i o n .
90 % v / v  
10 % w / v  
2. 9 % w / v  
0 . 3  % w / v
35 % w / v
4 % w / v
20 % w / v  
25. 7 % w / v
5 % v / v  
20 % v / v
P r é p a r a t i o n  o f  s t a n d a r d s .
F r e e z e - d r i e d  c o d  i s  p u l v e r i z e d  in  a m o r t a r  a n d  s t o r e d  
in  th e  f r e e z e r  to  p r e v e n t  d é t é r i o r a t i o n .
S t a n d a r d s  a r e  no w p r e p a r e d  c o n t a i n i n g  a b o u t  0, 5 ; 1 ;
1 , 5  ; 2 a n d  2 , 5  g o f  cod  p o w d e r .  T o  t h e  w e i g h e d  a m o u n t s  100 m l  
n e u t r a l  5 % s o d i u m  c h l o r i d e  s o lu t io n  a r e  a d d e d  a n d  t h e  m i x t u r e  i s
m a c e r a t e d  fo r  1 m i n .  a t  ful l  s p e e d  u s i n g  an  U l t r a - T u r r a x  h o m o g e n i z e r .
20 g o f  t h e  h o m o g e n a t e  a r e  a c c u r a t e l y  w e i g h e d  ou t  i n t o  
a  K j e l d a h l  f l a s k  a n d  d i g e s t e d  f o r  tw o  h r  w i t h  13 m l  o f  98 % H^SO^ 
an d  3 g W i e n i n g e r - s e l e n i u m - m i x t u r e  ( M e r c k ) .  T o t a l  n i t r o g e n  i s  
e s t i m a t e d  by  a  m a n u a l  t e c h n i q u e  (10),  u s i n g  t h e  s t e a m  d i s t i l l a t i o n  
a p p a r a t u s  o f  A n t o n a c o p o u l o s  (12).  A n o t h e r  20 g p o r t i o n  o f  th e  h o m o ­
g e n a t e  i s  w e i g h e d  ou t  a n d  10 m l  o f  c o n c e n t r a t e d  H^SO ^ a r e  a d d e d  
w h i l e  m i x i n g  u s i n g  a m a g n e t i c  s t i r r e r .  A f t e r  co o l in g  t h e  m i x t u r e  i s  
w a s h e d  w i t h  w a t e r  i n t o  a  100 m l  s t a n d a r d  f l a s k  a n d  m a d e  up  to  the
m a r k .  T h e  s h e l f  l i f e  o f  t h i s  s t a n d a r d ,  s t o r e d  by 5*C,  i s  m o r e  t ha n
30 d a y s .
P r o c e d u r e .
T h e  o p e r a t i n g  c o n d i t i o n s  m a y  be  s u m m e r i s e d  a s  fo l low s
(2) :
s a m p l e / a c i d  r a t i o  : l / 3 , 4 5  ( s e e  a l s o  F ig .  1)
s a m p l i n g  r a t e  : 10 s. p.  h.  (i. e.  , a  20 s. p. h. c a m  w i th  w a t e r  b e t w e e n  
e a c h  s a m p l e )  
h e l i x  s p e e d  : 4 r .  p.  m .
h e l i x  t e m p e r a t u r e  : 485* C f i r s t  bank ,  3 1 0 - 3 3 0 °  C m i d d l e  an d  l a s t  b a n k s .
R e a g e n t s  a r e  p a s s e d  t h r o u g h  a i l  t h e  l i n e s  e x c e p t  t h e  a i r  
l i n e s  to  e s t a b l i s h  t h e  b a s e l i n e  an d  the  0 % t r a n s m i s s i o n  c o n t r o l .
A f t e r  a d e l a y  p e r i o d  o f  1 h o u r  (11) th e  d i g e s t i o n  a n d  d é t e r ­
m i n a t i o n  o f  T.  N. c o n t e n t é  c a n  be s t a r t e d .
S a m p l e s  an d  s t a n d a r d s  a r e  a n a l y s e d  in  d u p l i c a t e .  T h e  
m e a n  v a l u e  o f  t h e  o p t i c a l  d e n s i t y  r e a d i n g s  f r o m  th e  s t a n d a r d s  a r e  u s e d  
to p r e p a r e  a  c a l i b r a t i o n  c u r v e .
R E S U L T S  AND DISCUSSION.
T.  N. - d é t e r m i n a t i o n s  h a v e  b e e n  p e r f o r m e d  in  d u p l i c a t e  fo r  
a n u m b e r  o f  co d  s a m p l e s ,  by  e a c h  o f  t h r e e  m e t h o d s  : t r a d i t i o n a l  K j e l -  
d ah l ,  A u t o A n a l y z e r  u s i n g  a s  s t a n d a r d  e i t h e r  a m m o n i u m  s u l p h a t e  o r  
f r e e z e - d r i e d  cod.  T h e  r e s u l t s  a r e  sh ow n  in  t a b l e  1, w h i c h  g i v e s  a l s o  
t h e  a v e r a g e  r e c o v e r i e s  o f  n i t r o g e n  f r o m  th e  a u t o m a t e d  p r o c e d u r e s  r e ­
l a t i v e  to  th e  m a n u a l  m e t h o d .  T a b l e  2 g i v e s  v a l u e s  o f  s o m e  s t a t i s t i c a l  
p a r a m e t e r s  o f  e a c h  m e t h o d  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  r e s u l t s  o f  t a b l e  1.
T h e  s t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  o f  n i t r o g e n  c o n t e n t s  o b t a i n e d  by  
e a c h  m e t h o d ,  w a s  m a d e  u s i n g  S t u d e n t ' s  t - t e s t  an d  t h e  F - t e s t  (13).  T h e  
c r i t i c a l  v a l u e s  f o r  th e  two  t e s t s  ( t a b le  3) w e  r e  c a l c u l a t e d  f r o m  th e  
p a r a m e t e r s  o f  t a b l e  2.
T h e  r e s u l t s  in  t a b l e  3 sh ow  t h a t  t h e r e  i s  no  s i g n i f i c a n t  
d i f f é r e n c e  b e t w e e n  t h e  m e a n s  o f  m a n u a l  an d  a u t o m a t i c  co d  p o w d e r  
m e t h o d  b u t  t h a t  t h e  d i f f é r e n c e  b e t w e e n  t h e  m e a n s  o f  t h e  m a n u a l  and  
a u t o m a t i c  ( N H ^ ) ^ S O ^ - m e t h o d  i s  s i g n i f i c a n t .  F r o m  t h e  c r i t i c a l  v a l u e s  
f o r  t h e  F - d i s t r i b u t i o n  i t  c a n  be s e e n  t h a t  t h e r e  i s  no  s i g n i f i c a n t  d i f ­
f é r e n c e  in  t h e  p r e c i s i o n  o f  t h e  m e a n s  o b t a i n e d  by t h e  t h r e e  d i f f e r e n t  
m e t h o d s .
T a b l e  1 - R e s u l t s  o f  T .  N. - c o n c e n t r a t i o n s  d e t e r m i n e d  in  cod  m u s c l e  
by  a  m a n u a l  K j e l d a h l  t e c h n i q u e  a n d  by t h e  A u t o A n a l y z e r  
u s i n g  e i t h e r  a m m o n i u m  s u l p h a t e  o r  f r e e z e - d r i e d  cod  m u s c l e  
a s  s t a n d a r d .
S a m p l e M a n u a l A A - ( N H ^ S O ^ AAM A A - c o d  p o w d e t
1 3. 1 1 -3 .  0 5 % N 2. 8 2 -2 .  8 6 % N 92. 2% 2. 9 6 - 3 .  08% 96. 8%
2 3. 1 4 -3 .  08 2 . 8 6 - 2 . 8 0 92. 3 3. 0 0 - 3 .  02 96.  9
3 3. 0 8 -3 .  06 2. 8 9 -2 .  87 93. 8 2. 9 6 - 2 . 9 4 96.  1
4 3. 12- 3 .  10 2. 88- 2 .  86 92. 3 3. 0 3 -3 .  01 97. 2
5 3. 2 5 - 3 .  27 2 . 9 0 - 2 . 9 6 90. 0 3 . 1 0 - 3 . 1 8 96. 3
6 3. 19- 3 .  19 2 . 9 2 - 2 . 9 4 91. 7 3 . 1 3 - 3 . 1 5 98. 5
7 3. 1 4 -3 .  18 2 . 8 4 - 2 . 9 0 90. 9 3 . 0 3 - 3 . 0 9 96. 9
8 3. 0 5 - 3 .  11 2. 84- 2 .  80 9 1 . 4 3. 0 5 - 3 .  01 98. 4
9 3. 1 4 -3 .  08 2. 8 2 -2 .  88 91. 6 3 . 0 2 - 3 . 1 0 98. 4
10 3. 10-3 .  12 2. 8 6 -2 .  80 91. 0 3. 0 7 -3 .  01 97. 9
11 2 . 8 0 - 2 . 8 8 2. 59-2 .  51 89. 8 2. 81 -2.  71 97.  1
12 3. 0 7 - 3 .  05 2 . 7 0 - 2 . 9 0 92. 8 3. 01 -3.  13 100. 3
13 3. 10- 3 .  08 2. 8 2 - 2 . 7 2 89. 6 3. 0 4 -2 .  92 96.  4
14 2. 6 6 -2 .  62 2. 4 9 - 2 .  49 94. 3 2. 67 -2 .  67 101. 1
15 2 . 9 4 - 2 . 9 2 2. 6 9 -2 .  69 9 1 . 8 2. 9 0 -2 .  90 99.  0
16 3. 06- 3 .  08 2 . 7 2 - 2 . 7 6 89. 3 2 . 9 6 - 3 . 0 0 97.  1
17 2. 9 5 - 2 .  93 2. 71 -2.  75 92. 9 2. 9 3 - 2 .  97 100. 3
18 3 . 0 9 - 3 . 0 9 2. 80-2 .  76 90.  0 3. 01 -2.  97 96.  9
19 3. 3 1 -3 .  27 2. 9 9 - 2 .  95 90. 3 3 . 2 1 - 3 . 1 7 97. 0
20
i
2 . 3 7 - 2 . 8 5 2 . 7 1 - 2 . 6 5 93.  7 2 . 9 2 - 2 . 8 6 101. 0
T a b l e  2 - S t a t i s t i c a l  p a r a m e t e r s  o f  e a c h  N - d e t e r m i n i n g  m e t h o d .
M e th o d A r i t h m e t i c  m e a n S t a n d a r d  d é v i a t i o n R e l a t i v e  s t a nd ,  d é v i a t i o n
M a n u a l
AA. ( N H ^ S O ^  
AA.  cod  p o w d e r
x^ = 3 . 0 5  %N 
= 2 . 8 0  
x^  = 2 . 9 9
s^ = 0 . 0 2 7 2  %N 
s^ = 0. 0427 
s^  = 0. 0429
v^ = 0. 89 % 
^2 = 1 -5 3
v^  = 1 . 4 3
T a b l e  3 - C r i t i c a l  v a l u e s  f o r  S t u d e n t ' s t - t e s t  a n d  F - t e s t .
F - t e s t
m  -  n u m b e r  o f  co d  s a m p l e s .
SUM M A R Y .
A m o d i f i c a t i o n  of  a  p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  m e t h o d  fo r  q u a n t i ­
t a t i v e  d é t e r m i n a t i o n  o f  t o t a l  n i t r o g e n  in  co d  m u s c l e  e x t r a c t ,  u s i n g  
t he  T e c h n i c o n  A u t o A n a l y z e r  d i g e s t o r  s y s t e m ,  i s  d e s c r i b e d .
F r e e z e - d r i e d  co d  m u s c l e ,  m a d e  u p  a s  s o l u t i o n s  a n d  s t a n d a r -  
d i z e d  by  m a n u a l  K j e l d a h l  a n a l y s i s ,  w a s  u s e d  f o r  c a l i b r a t i o n  i n s t e a d  of  
t h e  o r d i n a r y  a m m o n i u m  s u l p h a t e  l i q u i d  s t a n d a r d .  100 % r e c o v e r i e s ,  
r e l a t i v e  to  t h e  m a n u a l  m e t h o d ,  w e r e  o b t a i n e d  w i t h  t h e  f o r m e r ,  w h i le  
on ly  90 % w i th  th e  l a t t e r .
A C K N O W L E D G M  E N T .
T h e  w o r k  d e s c r i b e d  i n  t h i s  p a p e r  w a s  c a r r i e d  ou t  a s  p a r t  
o f  t h e  p r o g r a m m e  of  t h e  " C o m m i s s i e  v o o r  T o e g e p a s t  W e t e n s c h a p p e ­
l i j k  O n d e r z o e k  i n  de  Z e e v i s s e r i j " ,  B r u s s e l s  an d  h a s  b e e n  s u p p o r t e d  
b y  g r a n t s  f r o m  th e  " I n s t i t u u t  v o o r  A a n m o e d i g i n g  v an  h e t  W e t e n s c h a p ­
p e l i j k  O n d e r z o e k  in N i j v e r h e i d  en  L a n d b o u w " ,  B r u s s e l s .
R E F E R E N C E S .
(I)  F e r r a r i  A . ,  An n .  N. Y. A c a d .  Sci .  , 1960,  8 7 , 792.
'  (2) Sut ton  A.  & D u t h i e  A . ,  A u t o m a t i o n  in  a n a l i t i c a l  c h e m i s t r y  1967,
v o l u m e  II, K a w e r a u  H. , E d i t o r ,  M e d i a d  Inc .  , W h i t e  P l a i n s ,  New 
Y o r k ,  1968,  p. 333.
(3) G r u n b a u m  B . ,  K i r k  P . ,  G r e e n  L.  & K o e k  C. , An a l .  C h e m .  , 1955,  
27,  384.
(4) M a r t e n  J .  & C a t a n z a r o  G . ,  T h e  A n a l y s t ,  1966,  9 1 , 1078 ,  42.
(5) M c N e a l  J .  , K a r a s z  A.  & G e o r g e  E.  , J o u r n a l  o f  th e  AOAG,  1970,
53, 5.
(6) G a n t e n b e i n  W. , J o u r n a l  of  t h e  A OA C,  1973,  56, 1.
(7) S c h m i d h o f e r  T h . ,  E g l i  H . ,  b  W e b e r  R.  , A l i m e n t a ,  1973,  1_2, 10 9-
112.
(8) Uhl  D. , L a n c a s t e r  E .  , & V o j n o v i c h  C. , An a l .  C h e m . ,  1971,  4 3 , 
990.
(9) T e c h n i c o n  A u t o A n a l y z e r  M et h o d o lo g y ,  N -3 b .
(10) V y n c k e  W. , M i n i s t e r i e  v a n  L a n d b o u w ,  1969,  p u b l i c a t i e  21 ,  p. 65.
(11) D a v i d s o n  J .  , M a t h i e s o n  J.  , & Bo y n e  A . ,  T h e  A n a l y s t ,  1970,  9 5 ,
1 8 1- 19 3 .
(12) A n t o n a c o p o u l o s  N. , Z. L e b e n s m i t t e l - U n t e r s u c h .  , I9 6 0 ,  113 , 1 13.
(13) E c k s c h l a g e r  K. , E r r o r s ,  M e a s u r e m e n t  a n d  R e s u l t s  in  C h e m i c a l  
A n a l y s i s ,  V an  N o s t r a n d  R e i n h o l d  C o m p a n y ,  L o n d o n ,  1969.



